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第 1 章 序論 
 
1.1 はじめに 
  
鉄（Fe）はカタラーゼやペルオキシダーゼ、シトクローム、Fe 硫黄タンパク質など電
子伝達系や呼吸に関わる重要なタンパク質を構成する元素であり、高等植物の必須元素
である。Fe は地球の地殻上に多く含まれる元素の一つであるが、耕作地などの酸化的
な環境では根から吸収された Fe のうち多くが水に難溶性な Fe(OH)3 または Fe2O3 など
の状態で存在している。そのため、通常の土壌 pH において Fe(III)はほとんど水に溶解
せず、土壌中の可溶化 Fe の濃度は植物が正常に生育するには不十分である。そこで、
高等植物は土壌中の Fe を効率的に吸収するための Fe 獲得機構を発達させてきた。この
Fe 獲得機構には Fe(III)キレーター（Ferric Iron Chelator、FIC）が大きく関与している。
また、高等植物体内において Fe は導管および篩管を通じて輸送されているが、導管内
を満たす導管液の pH は 5.5～6.0 の弱酸性、篩管内を満たす篩管液の pH は 8.0 の弱ア
ルカリ性であり、これらの pH における Fe(III)の溶解度は非常に低い。そこで、高等植
物体内における Fe(III)の溶解性を向上させるため、Fe(III)の輸送にも FIC が関わってい
ると考えられる。 
このように、高等植物における Fe の栄養生理には FIC が大きく関与しており、Fe が
関わる多くの生理学的機構を解明するには FIC を化学的に分析する技術が必要不可欠
である。しかし、従来の FIC 分析法には感度の低さや FIC の有するキレート錯体形成能
（ここでは Fe(III)キレート能とする）に対する検出の選択性の欠如などの問題点があっ
た。本章では、本研究の背景として高等植物による Fe(III)獲得機構や従来の FIC 分析法
について概説し、本研究の目的を記した。 
なお、本論文掲載の内容は全て博士課程において行った研究の成果である。 
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1.2 高等植物における Fe の吸収と輸送 
 
土壌中の水分や炭素、窒素、リンなどの必須元素は高等植物の根から吸収された後、
導管を通じて地上部へ輸送される。Fe は銅（Cu）やマンガン（Mn）、モリブデン（Mo）
と並んで高等植物の生育に必須の遷移金属の一つであり、Fe(II)は電子の供与、Fe(III)は
電子の受容を行うことで生体内における酸化還元反応の担い手となっている。光合成は
高等植物の地上部（葉、茎）に含まれる葉緑体で行われるが、光合成の光化学反応では
シトクロームや Fe 硫黄タンパク質など Fe を含む多くのタンパク質が必要となる。また
光合成色素であるクロロフィルの生合成にも Fe が必要であるため、高等植物の地上部
は特に多くの Fe を必要とする。Fe は地殻に含まれる元素の中で 4 番目に多い元素であ
るが、土壌中のほとんどの Fe は水に難溶な Fe(OH)3 または Fe2O3 の形で存在すること
から、通常の土壌 pH において水に溶解している Fe の濃度は植物の正常な生育のため
には不十分である。 
高等植物は土壌中の Fe を効率的に吸収するために 2 つの Fe 獲得機構を発達させて
きた。一つ目は、非イネ科植物が持つ Strategy-I である（Fig. 1-1A）。非イネ科植物は根
から Fe(III)キレーター（Ferric Iron Chelator, FIC）の一つであるフェノール性の酸を分泌
し土壌中の難溶性 Fe(III)を可溶化する（Römheld and Marschner, 1983）。このフェノール
性の酸としてはプロトカテク酸やカフェイン酸などが知られている（Yoshino et al., 1998, 
Jin et al., 2007, Ishimaru et al., 2011）。可溶化した Fe(III)‒FIC 錯体のうちの Fe(III)は Fe(III)
錯体還元酵素によって Fe(II)に還元された後、Fe(II)イオントランスポーターを通じて体
内へ取り込まれる（Fig. 1-1A）。Fe(III)錯体還元酵素遺伝子としてシロイヌナズナ
（Arabidopsis thaliana）とエンドウマメ（Pisum sativum）から AtFRO1 と PsFRO2 がそれ
ぞれ同定されている（Robinson et al., 1999, Waters et al., 2002）。Fe(II)イオントランスポ
ーター遺伝子としてはシロイヌナズナから AtIRT1が同定されている（Eide et al., 1996）。 
一方 Strategy-II を持つイネ科植物は、Fe 欠乏に際して根から FIC の一つであるムギ
ネ酸類（MAs）を分泌して土壌中の難溶性 Fe(III)を可溶化する（Fig. 1-1B）。ムギネ酸類
は非タンパク質性のアミノ酸であり、1976 年にイネ（Oriza sativa L.）およびエンバク
（Avena sativa L.）の根洗浄液中に存在する Fe 可溶化物質として Takagi により発見され
た（Takagi, 1976）。現在までにムギネ酸類としてムギネ酸、2’-デオキシムギネ酸（DMA, 
Fig. 1-2B）、3-ヒドロキシムギネ酸、アベニン酸、3-エピヒドロキシムギネ酸など様々な
物質が単離・同定されている（Nomoto et al., 1981, Takemoto et al., 1978, Nomoto et al., 1979, 
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Fushiya et al., 1981, Iwashita et al., 1981）。また、3-ヒドロキシ-2’-デオキシムギネ酸、2’-
ヒドロキシアベニン酸は近年になって新たに同定されたムギネ酸類である（Ueno et al., 
2007）。ムギネ酸類の根からの分泌トランスポーターとしてオオムギから HvTOM1 が同
定されている（Nozoe et al., 2011）。このトランスポーターを経て根から分泌されたムギ
ネ酸類は根圏の難溶性 Fe(III)と Fe(III)‒MAs 錯体を形成し、Fe(III)‒MAs 錯体は Fe(III)‒
MAs トランスポーターによって体内へ取り込まれる（Fig. 1-1B）。Fe(III)‒MAs トランス
ポーター遺伝子としてトウモロコシ（Zea mays）、イネ、オオムギ（Hordeum vulgare L.）
からそれぞれ ZmYS1、OsYSL15、HvYSL2 が同定されている（Curie et al., 2001, Inoue et al., 
2009, Lee et al., 2009, Murata et al., 2006）。さらに、近年イネの根から OsIRT1、OsIRT2、
OsNRAMP1 などの Fe(II)トランスポーター遺伝子が同定されており（Ishimaru et al., 2006, 
2012, Takahashi et al., 2011）、イネ科植物であってもイネのように還元的な環境を好む種
の場合には、Fe を Fe(II)の形で土壌から吸収していることが明らかになっている。 
以上のような Fe 獲得機構によって根から吸収された Fe は、その後導管を通じて地上
部（茎や葉）に輸送され伸長途中の若い葉や果実へは篩管液を通じて輸送される（Fig. 
1-3）。導管液は pH 5.5 前後の弱酸性を示し、篩管液は pH 8.0 前後の弱アルカリ性を示
すが、これらの pH における Fe(III)の溶解度は非常に低いため、植物体内において Fe(III)
は何らかの FIC と結合した状態で輸送されているものと考えられる。今日に至るまで導
管液中の主要な FIC はクエン酸であると考えられてきた。これは Fe 欠乏下でトマト
（Solanum lycopersicum Mill.）、ダイズ（Glycine max Merr.）、ソラマメ（Vicia faba L.）な
どの導管液中のクエン酸濃度が上昇するためである（Pich et al., 1994, Brown and Tiffin, 
1965, Nikolic and Römheld, 1999）。近年になって実際に Fe 欠乏状態のトマト導管液から
Fe(III)3‒Cit3錯体が同定されている（Rellán-Álvarez et al., 2010）。また、イネ科植物の導管
液中の FIC としては DMA が重要な働きを果たしていると推測されている。これはイネ
（Oriza sativa L.）導管液から DMA が検出されたことや（Kakei et al., 2009）、イネの根
から吸収された Fe(III)‒DMA が実際に地上部へと移行することが示されているためで
ある（Ishimaru et al., 2006）。篩管液中の FIC としてはニコチアナミン〔2(S),3’(S),3”(S)-
N-[N-(3-amino-3-carboxypropyl)-3-amino-3-carboxypropyl]-azetidine-2-carboxylic acid, NA, 
Fig. 1-2A〕が主要な役割を担っていると考えられている。NA はムギネ酸類の前駆物質
であり、イネ科・非イネ科を問わず全ての高等植物が生合成する FIC である（Scholz et 
al., 1992）。NA はムギネ酸類とは異なり根からは分泌されず、植物体内における Fe(II)
および Fe(III)の輸送において大きな役割を果たしていると考えられている（Schuler et al., 
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2012）。 
以上のように、根からの Fe の吸収だけでなく植物体内における Fe の輸送にも FIC は
大きく関与している。高等植物における Fe の栄養生理を理解する上で導管液や篩管液
中の Fe の化学形態を詳細に解析することは必要不可欠であるが、これらについては未
だ不明な点も多く全貌は明らかになっていない。これまでの研究で、前述の Rellán-
Álvarez et al.（2010）によってトマト導管液中の Fe(III)‒Cit 錯体が同定された他、Krüger 
et al.（2002）によってヒマ（Ricinus communis L.）篩管液中で Fe(III)と結合している Iron 
Transport Protein（ITP）が同定され、Nishiyama et al.（2012）によってイネ篩管液中の
Fe(III)‒DMA が同定されたが、導管液や篩管液中で実際に Fe と錯体を形成している FIC
が同定されたのはこの 3 例のみである。 
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Figure1-1. Models of Fe acquisition from soil in (A) non-graminaceous (Strategy-I) and (B) 
graminaceous (Strategy-II) plans.                   [Modified from Römheld, (1994)] 
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Figure1-2. Structures of nicotianamine (NA) and 2’-deoxy mugineic acid (DMA). 
 
 
 
 
 
 
Figure1-3. Model of long-distance transport of water and nutrient in higher plants via xylem and phloem. 
Red allow indicates flow path of phloem and blue allow indicates flow path of xylem sap. 
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1.3 Fe(III)キレーター分析法 
 
筆者は修士課程在学中にサイズ排除高速液体クロマトグラフィ （ーSE-HPLC）と原子
吸光分析法（GFAAS）を組み合わせて、イネ科植物および非イネ科植物導管液中の Fe
の化学形態の分析を行った（参考文献、Ariga et al., 2014）。これは SE-HPLC で分画した
フラクションを一度分取し、各フラクション中の Fe 濃度を GFAAS で測定して Fe の溶
出フラクションを特定するという方法であった。この方法は導管液中の Fe‒FIC 錯体の
分離と溶出した Fe の検出を一度に行うことができなかったため、分析操作が煩雑にな
り分析に要する時間が長い、操作の途中で環境中の Fe によるコンタミネーションが非
常に起こりやすく操作に熟練を要する、といった問題点があった。 
HPLC による分離と UV-Vis 検出器による検出を組み合わせた HPLC 直接検出法は分
離・検出を一度に行うことができる非常に簡便な分析法である。前述のように高等植物
由来の代表的な FIC としてはクエン酸やリンゴ酸などの低分子有機酸や、ムギネ酸類が
挙げられる。このうち低分子有機酸の分析には、カラム溶出液の 210 nm 付近における
吸光度を検出する直接検出法が用いられている（Gomis et al., 1988, Marcé et al., 1990, 
Yang et al., 2000, Nour et al., 2010）。210 nm における吸光はカルボキシル基の n-π*遷移
によるものであるためカルボキシル基を有する化合物であれば一律に検出してしまい、
Fe(III)キレート能の低い物質であっても検出してしまうという問題点があった。さらに、
一般に吸光検出を用いた直接検出法は検出感度が低いという問題点もある。Nour et al.
（2010）によって開発された直接検出法のクエン酸の検出限界は 210 pmol であった。
クエン酸と同様に、代表的な合成金属キレーターであるエチレンジアミン四酢酸（EDTA）
は 258 nm における吸光度を測定する直接検出法で検出されており（Loyaux-Lawniczak 
et al., 1999）、この方法の検出限界は 1.71 pmol であった。 
HPLC 直接検出法の検出感度の低さを改善するために、HPLC プレカラム誘導体化法
と呼ばれる手法が一般的に用いられる。HPLC プレカラム誘導体化法は分析前に試料に
誘導体化試薬を添加し、対象となる化合物を誘導体化したのちカラムで分離し、誘導体
の示す特異的な吸光や蛍光を検出する手法である。この HPLC プレカラム誘導体化法を
用いた低分子有機酸の分析法がこれまでにいくつか開発されている。これらの方法では、
低分子有機酸の有するカルボキシル基がフェナシル（Mentasti et al., 1985, Caccamo et al., 
1986）、2-ナフタシル（Cooper et al., 1974）、p-ニトロベンジル（Grushka et al., 1975, Badoud 
et al., 1986）などの誘導体化試薬を用いて修飾され、誘導体の示す特異的な波長の吸光
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が検出される。これらの分析法のうち、Grushka ら（1975）によって開発された分析法
の検出限界はマロン酸が 15 pmol であった。HPLC プレカラム誘導体化法は一般に直接
検出法より検出感度は向上するものの、試料に煩雑な手順からなる前処理を加える必要
があり、夾雑物が多い試料を分析する場合には試料マトリクスとの予期せぬ相互作用も
考えられ生体試料の分析には不向きであった。 
FIC の中でもムギネ酸類の分析には従来、HPLC プレカラム誘導体化法または HPLC
ポストカラム法が用いられてきた。HPLC ポストカラム法はカラムで試料を分離した後
にポストカラム溶液と反応させ、対象となる化合物を検出する手法である。カラムによ
る分離後に試料とポストカラム溶液と反応させるため、試料マトリクスとの相互作用の
影響を考慮する必要がなく、また HPLC カラムを用いた対象物質の分離と検出器による
対象物質の特異的な検出を一度の分析で行うことができる簡便な方法である。また、検
出器はHPLC用のUV-Vis検出器や蛍光検出器、化学発光検出器を用いることができる、
大掛かりな装置も必要としない。ムギネ酸類は第一級および第二級アミノ基を有し、こ
れらの官能基はムギネ酸類の HPLC プレカラム誘導体化法、または HPLC ポストカラ
ム法において修飾の標的となる部位である。フェニルイソチオシアネートを用いたムギ
ネ酸類の HPLC プレカラム誘導体化法では、ムギネ酸類の有するアミノ基が誘導体化さ
れ、誘導体の示す特異的な波長の吸光が検出される（Howe et al., 1999）。また、o-フタ
ルアルデヒドを用いた HPLC ポストカラム法（Mori et al., 1987, Neumann et al., 1999）や
9-フルオレニルメチルクロロホルマートを用いた HPLC プレカラム誘導体化法（Wheal 
et al., 2002）でもアミノ基が誘導体化され、誘導体が示す特異的な蛍光が検出される。
これら従来法の検出限界はムギネ酸、2’-デオキシムギネ酸、3-エピヒドロキシムギネ酸、
NA がそれぞれ、370、70 pmol（Wheal et al., 2002）および 100、50 pmol（Neumann et al., 
1999）であった。 
以上のように、従来の低分子有機酸やムギネ酸類分析法はカルボキシル基やアミノ基
を一律に検出する手法であったため、Fe(III)とのキレート能の低い化合物であっても一
律に検出してしまう、単一の分析法では低分子有機酸とムギネ酸を一度に分析すること
ができない、などの問題点があった。また、検出感度も十分とは言えなかった。 
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1.4 本研究の目的 
 
1.2 で述べたように根からの Fe の吸収や植物体内における Fe の輸送には FIC が大き
く関与しており、高等植物の Fe 栄養生理を理解する上で FIC を選択的かつ高感度に検
出する分析手法が必要不可欠である。このような分析手法が開発されれば、試料中にご
く微量にしか存在しない FIC であっても高い Fe(III)キレート能を有していれば高感度
に検出することができるようになるため、生体試料中に存在する FIC の機能の側面に着
目した網羅的な解析が可能となる。 
そこで、本研究では従来法のようにカルボキシル基やアミノ基など特定の化学構造に
依存した検出を行うのではなく、FIC の機能の面に着目し Fe(III)とのキレート能を有す
る化合物を網羅的に分析できる分析法の開発を目的とした。本研究では、試料に複雑な
前処理を加える必要がなく操作も非常に簡便な、HPLC ポストカラム法を応用して FIC
を分離・検出する高感度な分析手法の開発を行った。第 2 章では、蛍光検出を用いた FIC
分析法を開発した。第 3 章では更に高感度な分析法の開発を目指して、一般に蛍光検出
よりも高感度な検出が可能と言われている化学発光検出を用いた FIC 分析法の開発を
行った。第 4 章では第 3 章で開発した高感度な FIC 分析法を応用して植物から採取し
た導管液中の FIC 分析を行い、導管液中の Fe の化学形態の解明を試みた。 
10 
 
第 2 章 
蛍光試薬を用いた HPLC ポストカラム法による 
Fe(III)キレーター分析法の開発 
 
 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出
版予定。 
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第 3 章 化学発光試薬を用いた HPLC ポストカラム法による Fe(III)
キレーター分析法の開発 
 
 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出
版予定。 
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第 4 章 植物サンプル中の Fe(III)キレーター分析 
 
 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出
版予定。 
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第 5 章 総合考察 
 
 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出
版予定。 
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森敏東京大学名誉教授には、貴重な合成ニコチアナミンをご供与いただきました。 
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中西啓仁特任准教授には、オオムギ（愛媛裸 1 号）の種子をご供与いただきまし
た。 
 
分析化学研究室の皆様には研究生活から日常生活に至るまで、あらゆる場面でお力
添えいただきました。心より御礼申し上げます。 
 
黒木成子氏には、日頃から体調を気遣っていただき、研究を進める上で精神的な支
えになって下さいました。研究室でお見掛けする度に豊富な話題で和ませて下さり、
黒木さんにお目に掛かるのが私の日々の楽しみでもありました。また、秘書として研
究室の会計業務を一手に引き受けて下さいました。 
鈴木（伊藤）恭子氏は、カルセインブルーを用いた FIC 分析法の開発における前任
者であり様々なお力添えをいただきました。また、博士論文の執筆にあたっては体調
などについてもお気遣いいただきました。 
 
同じ博士課程の吉村航氏、陳嘉上氏、ジセル・リム・グレース・フェルナンド氏と
は、4 年間苦楽を共にしてきました。 
吉村航氏には、研究を進める上でいつも様々な意見やアドバイスをいただき、とて
も良い刺激を受けました。研究とは、研究者とはどうあるべきか、といった内容につ
いて様々な議論を交わしたことは、学生時代のかけがえのない思い出になりました。
ゼミで私が研究発表をする度に、良い面、悪い面両方からの率直な意見を言って下さ
り、そのお陰で研究内容を常に研磨することができました。また、研究室の雰囲気作
りや研究環境の整備にも大変力を尽くして下さり、研究室のメンバーが毎日良い環境
で研究ができるよう様々に心を砕いて下さいました。 
陳嘉上氏には、私が分析化学研究室に博士課程一年生として配属された当初、
HPLC の使用方法について大変丁寧にご指導いただきました。また、研究室生活を送
る中で様々な困難に直面することもありましたが、陳さんの屈託のない伸びやかな人
柄に接する度に救われ、元気をいただいていました。 
ジセル・リム・グレース・フェルナンド氏には、いつも明るい笑顔で接していただ
き、研究室のムードメーカーとして精神的な支えになって下さいました。ジセルさん
は常に前向きで決して諦めない心の強さをお持ちの方で、私自身もそうありたいと思
ってきました。その気持ちがあったからこそなんとか最後までめげずに頑張れたよう
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に思います。 
 
両親には経済的にも精神的にも、あらゆる面で援助いただきました。両親の援助が
なければ、この論文を書き上げることはできませんでした。この場を借りて改めて御
礼申し上げます。ありがとうございました。 
 
 
 
平成 27 年 12 月 
有賀 智子 
 
